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Cel badań. Przedstawienie wyników badań dotyczących zawartości 
związków fenolowych oraz aktywności przeciwrodnikowej kilku próbek 
piwa obecnego na polskim rynku. 

Metoda. Aktywność przeciwrodnikową określono stosując spektro- 
fotometryczną metodę oznaczania zawartości związków fenolowych oraz 
pomiar kinetyki procesu wygaszania rodnika DPPH przez różne objętości 
próbek piwa. 

Wyniki i wniosek. Stwierdzono, że zawartość fenoli oznaczona w próbkach 
piwa koreluje z ich aktywnością przeciwrodnikową. 


Słowa kluczowe: piwo, wolne rodniki, antyutleniacze, kinetyka 


Aim. The description of the results of our experimental study on the total 
phenolic content and the antiradical activity of several beers present on 
the Polish market. 

Method. The antiradical activity was determined by means of the 
spectrophotometric method of phenolic content determination as well as 
by using the kinetic measurements of the DPPH radical quenching process 
in the presence of various amounts of beer samples. 

Results & conclusion. The total phenolic content determined for the beer 
samples is correlated to their antiradical activity. 
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Wprowadzenie 


Termin „wolne rodniki” oznacza pojedyncze 
atomy, grupy atomów lub cząsteczki, które zawierają 
w swojej strukturze co najmniej jeden niesparowany 
elektron [1-4]. Wolne rodniki charakteryzują się 
bardzo wysoką reaktywnością chemiczną. Dlatego 
w celu stabilizacji wolnych rodników przyłączają 
lub oddają one elektrony cząstkom znajdującym 
się w ich najbliższym środowisku. Konsekwencją 
wysokiej reaktywności chemicznej wolnych rod- 
ników jest ich szkodliwe działanie w stosunku do 
żywych organizmów. Do najbardziej narażonych na 
atak wolnych rodników należą te składniki żywego 
organizmu, których cząsteczki zawierają podwójne 
wiązania, polisacharydy, DNA lub wchodzą w skład 
błon komórkowych kwasy nienasycone, białka, lipidy 
(w tym cholesterol) występujące we krwi. Starzenie 
się organizmu człowieka jest jednym z zewnętrznych 
przejawów procesów postępujących wraz z upływem 
czasu. Do głównych czynników stymulujących pro- 
cesy starzenia należą: upośledzenie mitochondriów 
(centrów energetycznych komórki), ekspresja genów 
odpowiedzialnych za procesy starzenia się organizmu, 


obniżenie aktywność polimerazy DNA (regulującej 
procesy naprawcze w komórkach ), skracanie się telo- 
merów oraz zmiany hormonalne (np. menopauza lub 
andropauza). W przebiegu większości tych procesów 
istotną rolę odgrywają wolne rodniki. 

W ramach obrony przed wolnymi rodnikami 
zaleca się spożywanie produktów o wysokiej zawar- 
tości przeciwutleniaczy, np. związków polifenolowych 
czy witamin o właściwościach przeciwutleniających 
(wit. CiE). Ze względu na mechanizm działania 
substancji o charakterze przeciwutleniaczy można 
je podzielić na dwie główne grupy. Pierwsza z nich 
obejmuje tzw. przeciwutleniacze pierwotne, których 
aktywność polega na przerywaniu łańcucha reakcji 
utleniania poprzez dostarczenie wodoru rodnikom 
i wytworzenie bardziej stabilnych związków. Mecha- 
nizm ten obejmuje następujący schemat reakcji: 


AH +R > A’ + RH 
AH + RO > A + ROH 
AH + ROO > A +ROOH 


gdzie: AH — przeciwutleniacz, RH - składnik utlenia- 
ny, A, R, RO”, ROO’ — wolne rodniki. 
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Przeciwutleniacze pierwotne obejmują m.in. 
naturalne i syntetyczne tokoferole, galusany propylu 
(PG) lub oktylu (OG), butylohydroksytoulen (BHT), 
butylohydroksyanizol (BHA) oraz związki polifeno- 
lowe występujące w wielu surowcach roślinnych. 


Do drugiej grupy przeciwutleniaczy należą tzw. 
przeciwutleniacze wtórne (znane także jako przeciwu- 
tleniacze drugorzędowe, pomocnicze lub synergenty), 
które opóźniają procesy utleniania tłuszczów przez 
procesy inne niż przerywanie łańcucha autooksydacji. 
Należą do nich głównie procesy: częściowej regeneracji 
przeciwutleniaczy pierwotnych na drodze ich redukcji, 
kompleksowanie jonów metali katalizujących reakcje 
utleniania, tworzenie ochronnej warstwy granicznej 
pomiędzy powietrzem a składnikami tłuszczowymi, 
wychwytywania tlenu, pochłanianie promieniowania 
UV rozkładu nadtlenków do produktów nierodniko- 
wych oraz dezaktywację tlenu singletowego. 


Piwo, podobnie jak wino, zawiera w swoim skła- 
dzie liczne związki polifenolowe. Związki o takiej 
strukturze wykazują silne właściwości przeciwutle- 
niające. Biorąc udział w procesie zmiatania wolnych 
rodników przyczyniają się do zapobiegania skutkom 
starzenia się organizmu człowieka. W niniejszej pracy 
przedstawiono wyniki badań wstępnych mających na 
celu określenie zawartości związków polifenolowych 
w wodnych roztworach handlowych próbek piwa oraz 
określenie ich aktywności przeciwrodnikowej jako 
funkcji stężenia próbki. 

Ocenia się, że ok. 80% związków fenolowych obec- 
nych w piwie pochodzi ze słodu, a ok. 20% z chmielu. 
Do głównych związków fenolowych występujących 
w piwie należą: 

e kwasy fenolowe: chlorogenowy, ferulowy, wanili- 
nowy, galusowy, o-kumarowy, p-kumarowy, cyna- 
monowy, syringowy, kawowy; 

e pochodne flawan-3-olu (katechinowe lub antocja- 
nogeny): katechina, epikatechina, procjanidyna 
(utlenione i wysokospolimeryzowane zwane są 
flobafenami), prodelfinidyny (pochodne galusanu 
epikatechiny); 

* glikozydy flawonowe: ramnozydy i glukozydy 
kwercetyny, rutyna (kwercetyno-3-rutynozyd), 
kampferatryna (kampferyloramnozyd). 


W procesie warzenia piwa związki fenolowe 
ulegają przemianom chemicznym prowadzącym do 
reakcji z białkami i uzyskania właściwości przeciwu- 
tleniających. Do najbardziej reaktywnych chemicznie 
związków fenolowych obecnych w piwie należą flawo- 
noidy ze względu na wystąpienie w ich cząsteczkach 
charakterystycznego układu trójpierścieniowego 
—w zależności od zastosowanych surowców jak i spo- 
sobów prowadzenia procesów filtracji. 


Materiał i metody 


Odczynnik Folina-Ciocalteu (POCh); kwas 
galusowy (Sigma-Aldrich); DPPH (2,2-difenylo-1- 
pikrylo-hydrazyl) (Sigma-Aldrich); metanol (POCh). 
Próbki handlowych piw obejmowały następujące marki 
dostępne na polskim rynku: Brok Export, Harnaś, Pils 
Lech, Pilzner Urquell, Premium Lech, Tatra, Tyskie, 
Warka, Żubr. 


W celu dokonania ilościowej charakterystyki 
badanych handlowych próbek piwa rozcieńczano je 
wodą redestylowaną. W tak otrzymanych roztworach 
oznaczano zawartość fenolowych oraz aktywność 
przeciwutleniającą. 

Całkowitą zawartość związków fenowych w piwie 
oznaczono metodą spektrofotometryczną z zastoso- 
waniem odczynnika Folina-Ciocalteu stosując jako 
wzorzec kwas galusowy [6]. Wyniki oznaczeń przeli- 
czano na ilość mg kwasu galusowego przypadającą na 
1 g wyjściowej próbki piwa. W tym celu do kolby mia- 
rowej o pojemności 10 cm odmierzono 0,05-0,20 cm 
roztworu piwa o stężeniu ustalonym doświadczalnie, 
0,5 cm? odczynnika Folina-Ciocalteu oraz 6 cm* wody 
redestylowanej. Tak otrzymany roztwór wymieszano 
i pozostawiono na 3 minuty. Po upływie tego czasu doda- 
no 1,5 cm? 20% (w/w) wodnego roztworu węglanu sodu 
i uzupełniono wodą redestylowaną do kreski markowej. 
Tak przygotowane próbki pozostawiono w ciemności na 
2 godziny, a następnie mierzono ich absorbancję przy 
długości fali 765 nm wobec próby zerowej. 


W celu przygotowania roztworów piwa do okre- 
ślania aktywności przeciwrodnikowej z odczynnikiem 
DPPH zastosowano następujący sposób postępowania. 
Bezpośrednio po otwarciu wychłodzonej butelki piwa 
za pomocą pipety automatycznej pobierano próbki ba- 
danego piwa o objętości: 0,5; 1,0; 1,5 oraz 2,0 cm. Po- 
brane próbki piwa przenoszono do kolb o pojemności 
10 cm3, a następnie zawartość kolb dopełniano wodą 
redestylowaną do kreski markowej przy ostrożnym 
mieszaniu zawartości kolb w celu zapobieżenia pie- 
nieniu się tak otrzymanych roztworów. W ten sposób 
otrzymano wodne roztwory piwa o stężeniach: 5, 10, 
15 i 20%. 


Odczynnik do oznaczania aktywności przeciwu- 
tleniającej próbek piwa przygotowano w następujący 
sposób: odważano 7 mg DPPH, naważkę przenoszono 
do kolby miarowej o pojemności 100 cm, rozpusz- 
czono w niewielkiej ilości metanolu, a następnie 
kolbę uzupełniano metanolem do kreski markowej. 
W ten sposób otrzymano roztwór DPPH o stężeniu 
177,5 uM. W celu określenia aktywności przeciwutle- 
niającej próbek badanego piwa w kolbie o pojemności 
5 cm? umieszczano po 1 cm? roztworu piwa, dodawa- 
no 1 cm? metanolu. Do tak otrzymanej mieszaniny 
szybko dodano 3 cm? roztworu DPPH, jednocześnie 
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rozpoczynając rejestrację zmian absorbancji. W me- 
todzie kinetycznej z zastosowaniem rodnika DPPH 
[7] badania prowadzono przy maksimum absorpcji 
wodno-metanolowego roztworu DPPH (A=515 nm). 
W badaniach spektrofotometrycznych stosowano 
wodne roztwory badanych piw, przy czym stopień roz- 
cieńczenia handlowych próbek dobrano eksperymen- 
talnie. Badania kinetyki procesu wygaszania rodnika 
DPPH przez wodne roztwory piwa prowadzono przy 
użyciu spektrofotometru Genesys II (Milton Roy) 
rejestrując absorbancję próbek piwa przez około 200 
sekund co 1 sekundę. Wyniki pomiarów absorbancji 
A, zapisywano w pamięci komputera klasy PC połączo- 
nego ze spektrofotometrem przez interface RS232C. 
Kinetykę procesu wygaszania rodnika DPPH przez 
wodne roztwory badanych próbek piwa opisywano za 
pomocą równania kinetycznego reakcji pseudopierw- 
szorzędowej [7]: 
A=A, +(49- A.) e* 

gdzie: A, — absorbancja roztworu w czasie zerowym, 
A, — absorbancja roztworu w czasie nieskończenie 
długim, k — stała szybkości procesu wygaszania rod- 
nika DPPH. 


Na podstawie danych doświadczalnych wyzna- 
czono wartości liczbowe parametrów równania kine- 
tycznego: Ay, A„ oraz k przy zastosowaniu nieliniowej 
metody najmniejszych kwadratów z wykorzystaniem 
algorytmu Levenberga i Marquadta zaimplementowa- 
nego w narzędziu Solver arkusza kalkulacyjnego Excel 
2010. W celu określenia aktywności przeciwrodniko- 
wej badanych próbek piwa przyjęto założenie, że rze- 
czywistą miarą tej aktywności może być początkowa 
szybkość, r,, reakcji rodnika DPPH ze składnikami 
wodnych roztworów badanych próbek. Szybkość tę 
można wyznaczyć na podstawie parametrów stosowa- 
nego równania kinetycznego jako wartość graniczną 
szybkości względnej za pomocą równania [5]: 


r =—lim 1 dA = POZA 
0 0| 4, dt | 10 4, 


Wszystkie analizy piw wykonano w kilku powtó- 
rzeniach. Otrzymane wyniki opracowano statystycz- 
nie przy zastosowaniu testu t Studenta. 


Wyniki i omówienie 

Rycina 1 jest typowym przykładem pomiarów ak- 
tywności przeciwrodnikowej próbek piwa. Przedstawia 
ona względną zmianę absorbancji wodnych roztworów 
próbek piwa jako funkcję czasu reakcji z rodnikiem 
DPPH. Jak wynika z danych zamieszczonych na tym 


rysunku wszystkie krzywe można opisać równaniem 
kinetycznym reakcji pseudopierwszorzędowej. 


Wykorzystując tak otrzymane dane doświad- 
czalne dla wszystkich próbek badanych próbek piwa 
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Ryc. 1. Kinetyka procesu wygaszania rodnika DPPH przez wodne 
roztwory piwa w temperaturze pokojowej. Stężenie piwa: A — 0%, 
B - 5%, C - 10 %, D - 15%, E - 20% 

Fig. 1. Kinetics of DPPH radical quenching by aqueous solutions of 
beer at room temperature. Concentrations of beer: A — 0%, B — 5%, 
C- 10 %, D - 15%, E - 20% 


wyznaczono wartości liczbowe parametrów równania 
kinetycznego: Ao, A., oraz k. Wartości te stanowiły 
podstawę do wyznaczenia względnej wartości po- 
czątkowej szybkości, ry, procesu wygaszania rodnika 
DPPH przez próbki badanych piw o różnych stęże- 
niach. 

Na rycinie 2 przedstawiono typowy wykres zależ- 
ności szybkości ry od stężenia piwa w badanej próbce 
poddanej reakcji z rodnikiem DPPH. 

Na podstawie zależności przedstawionej na ryci- 
nie 2 wyznaczono wartość nachylenia prostoliniowej 
zależności otrzymując dla każdego piwa wartość 
współczynnika stanowiącego ilościową miarę począt- 


0,0025 
0,0020 


0,0015 


0,0010 


Początkowa szybkość r, [1/s] 


0,0005 


0,0000 
0 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 


Stężenie piwa [%] 


Ryc. 2. Wpływ stężenia piwa na wartość początkowej szybkości względ- 
nej procesu wygaszania rodnika DPPH przez wodne roztwory piwa 
w temperaturze pokojowej 

Fig. 2. Effect of beer concentration on the value of the initial relative 
rate for the process of DPPH radical quenching by aqueous solutions 
of beer at room temperature 
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kowej szybkości wygaszania rodnika DPPH przez pwo] 
substancje aktywne zawarte w nierozcieńczonych 
próbkach różnych handlowych gatunków piwa oobję- Po? 
tości 1 dm*. Otrzymane w ten sposób dane zastawiono — Piwo3 
na rycinie 3. fa 
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Ryc. 3. Aktywność przeciwrodnikowa handlowych próbek piwa 
w temperaturze pokojowej 


Fig. 3. Antiradical activity of commercially available samples of beer 
at room temperature 


Jak wynika z danych zamieszczonych na rycinie 3 
aktywność przeciwrodnikowa handlowych próbek 
piwa wyznaczona kinetyczna metodą z zastosowaniem 
rodnika DPPH mieści się w stosunkowo szerokim za- 
kresie: 2,8-4,5 s! dm. Otrzymany wynik wskazuje, że 
chociaż badane piwa różnią się między sobą walorami 
smakowymi to ich aktywność przeciwrodnikowa jest 
stosunkowo wysoka i tylko w pewnym stopniu zależy 
także od handlowej marki piwa. 


Na podstawie wyników badań wstępnych stwier- 
dzono, że absorbancja próbek wzorcowych roztworów 
kwasu galusowego zmienia się liniowo ze stężeniem 
tego kwasu zgodnie z równaniem: A=0,124 C 
[mg/dm*]. Wykorzystując tak przygotowany układ 
wzorcowy określono całkowitą zawartość związków 
fenolowych w handlowych próbkach piwa, a wyniki 
tych oznaczeń zestawiono na rycinie 4. 


Sumaryczna ilość związków fenolowych w piwie 
w większości przypadków mieści się w przedziale od 
150 do 300 mg/dm?, co jest zgodne z zalecanym ich 
poziomem rekomendowanym przez European Brewery 
Convention oznaczanym przy zastosowaniu metody 
z odczynnikiem żelazowym [8]. Jedynie w dwóch 
przypadkach zaobserwowano wyższą zawartość związ- 
ków fenolowych w badanych handlowych próbkach 
piwa. 

Na rycinie 5 przedstawiono zależność pomiędzy 
początkową szybkością procesu wygaszania rodnika 
DPPH przez substancje przeciwrodnikowe obecne 
w badanych handlowych próbkach piwa wyznaczoną 


Szybkość zmiatania rodnika [s'dm*] 


200 300 


Zawartość fenoli [mg/dm*] 


400 500 600 700 


Ryc. 5. Zależność pomiędzy początkową szybkością zmiatania wolnych 
rodników i zawartością związków fenolowych obecnych w handlowych 
próbkach piwa 


Fig. 5. Relationship between the initial rate of free radicals scavenging 
process and phenolic content in commercially available samples of 
beer 


przy zastosowaniu metody kinetycznej a wartością 
związków fenolowych obecnych w tych próbkach. 


Jak wynika z danych zamieszczonych na rysunku 
5, istnieje słaba korelacja pomiędzy wynikami przepro- 
wadzonych oznaczeń. Oznacza to, że prawdopodobnie 
obydwie stosowane metody pomiarowe wykazują 
różnice w czułości w stosunku do tych składników 
piwa. 


Wniosek 


Zarówno zawartość związków polifenolowych, 
jak i zawartość flawonoidów oraz właściwości prze- 
ciwrodnikowe badanych roztworów sporządzonych 
z różnych handlowych piw, w głównej mierze zależą 
od ich pochodzenia. 
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